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RESUMO 
 
O objetivo do estudo foi avaliar, in vitro, a influência da fotobiomodulação (PBM) na, 
viabilidade e migração, relacionados à acetilação das histonas, e na diferenciação 
de células-tronco da polpa de dentes permanentes humanos (hDPSCs); e, in vivo, 
sua influência no reparo radicular de molares de ratos com necrose pulpar e 
rizogênese incompleta. hDPSCs foram caracterizadas e utilizadas nos experimentos 
de três artigos científicos. A PBM foi empregada utilizando-se laser diodo InGaAlP 
(100mW, 660nm, 3J/cm2, energia total por aplicação 1J em 10s). Em todos os 
experimentos in vitro os grupos foram divididos de acordo com o uso da PBM e os 
intervalos de irradiação foram de 6 horas. A viabilidade destas células foi avaliada 
pelo ensaio de MTT e a migração pelo scratch. A acetilação das histonas das 
hDPSCs foi avaliada por imunofluorescência. Para avaliar o potencial de 
diferenciação e a deposição de tecido mineralizado, foram utilizados os meios 
adipogênico, condrogênico e osteogênico, complementado pelo ensaio de atividade 
ALP, em modelo 3D, em gel de agarose 0,3%. Nos ensaios de diferenciação 
também foi avaliada a condição nutricional (regular: 10% SFB; ou déficit: 5%SFB). 
Os resultados do MTT, scratch e da acetilação das histonas foram obtidos em até 24 
horas e nos ensaios de diferenciação foram analisados em 7 e 14 dias. Para o 
experimento in vivo, molares inferiores de ratos Wistar foram expostos ao meio bucal 
por 3 semanas e, após, tratados com pasta antibiótica por uma semana. A seguir, os 
canais foram irrigados e divididos em 6 grupos (n=6): MTA; coágulo sanguíneo (CS); 
hDPSC; MTA+PBM; CS+PBM; hDPSC+PBM. Dois grupos não foram expostos ao 
meio bucal: Dente hígido+PBM (n=6), Dente hígido (controle positivo, n=3); e um 
grupo foi mantido exposto durante todo o período experimental: Dente necrótico 
(controle negativo, n=3). Durante 30 dias as irradiações foram feitas com intervalos 
de 24 horas. Após, os ratos foram eutanasiados e realizou-se avaliação histológica e 
imunohistoquímica. Os dados obtidos foram tabulados e analisados 
estatisticamente. A PBM aumentou a viabilidade das células (P<0.001). No ensaio 
de scratch o grupo PBM acelerou o fechamento do ferida até 12 horas (P<0.001) e 
esta fechou em 18 horas, sendo mais rápido que o controle (P<0.05). A PBM 
aumentou a acetilação das histonas (P<0.001); Após 14 dias, a PBM intensificou a 
diferenciação nos três meios empregados e na atividade ALP, comparado com os 
controles (P<0.05). No estudo in vivo, o controle negativo apresentou infiltrado de 
neutrófilos maior do que os demais grupos (P<0.05). Os grupos Controle negativo, 
Dente hígido e Dente hígido+PBM apresentaram menos condensação fibrosa 
(P<0.05). Todos os grupos formaram mais tecido mineralizado que o controle 
negativo (P<0.05). PBM+MTA, +CS ou +hDPSC formaram mais tecido mineralizado 
que os grupos não irradiados (P<0.05). MTA+PBM induziu apicificação (P<0.05). A 
marcação para BSP confirmou os achados histológicos relacionados a formação de 
tecido mineralizado e as hDPSCs, com e sem PBM, exibiram maior porcentagem de 
células positivas para BSP. Conclui-se que a PBM desempenhou papel importante, 
in vitro, aumentando a diferenciação, viabilidade e migração celular que estão 
relacionados a acetilação das histonas. Além disso, a PBM pode ser uma alternativa 
de tratamento adjuvante para dentes permanentes com necrose pulpar e rizogênese 
incompleta favorecendo o reparo radicular.  
 
Palavras-Chave: Células-tronco. Epigenética. Terapia da fotobiomodulação. Dentes 
permanentes com rizogênese incompleta.   
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ABSTRACT 
The aim of this study was to evaluate, in vitro, the influence of photobiomodulation 
(PBM) on viability and migration, related to histone acetylation, and differentiation of 
human dental pulp stem cells (hDPSCs); and, in vivo, its influence on the root repair 
of rat molars with pulp necrosis and open apex. The hDPSCs were characterized and 
used in the experiments of three scientific papers. The PBM was applied using 
InGaAlP diode laser (100mW, 660nm, 3J / cm2, total energy per application 1J in 
10s). In all in vitro experiments, the groups were divided according to the use of 
PBM, with 6-hour irradiation intervals. The viability of these cells was assessed by 
MTT assay and migration by scratch. The histone acetylationof hDPSCs was 
evaluated by immunofluorescence. To evaluate the potential for differentiation and 
deposition of mineralized tissue, adipogenic, chondrogenic and osteogenic mediums 
were used, complemented by the ALP activity assay in 3D model, in 0.3% agarose 
gel. In differentiation assays, the nutritional status was also evaluated (regular: 10% 
FBS; or deficit: 5% FBS). The MTT, scratch and histone acetylation results were 
obtained until 24 hours, and the differentiation assays were analyzed at 7 and 14 
days. For the in vivo experiment, lower molars of Wistar rats were exposed to oral 
environment for 3 weeks and then treated with antibiotic paste for one week. Next the 
root canals were irrigated and divided into 6 groups (n=6): MTA; BC (blood clot); 
hDPSC; healthy tooth+PBM; MTA+PBM; BC+PBM; hDPSC+PBM. In hDSPC groups, 
1% agarose gel scaffold was used for cell support. Two groups were not exposed to 
the oral environment: healthy tooth+PBM (n=6), healthy tooth (positive control, n=3); 
and one stayed exposed during the role experimental period: necrotic tooth (negative 
control, n=3). For 30 days the irradiations were done at 24-hour intervals. Thereafter, 
the rats were euthanized and histological and immunohistochemical evaluations were 
performed. Data were tabulated and statistically analyzed. PBM increased cell 
viability (P<0.001). In the scratch assay, the PBM group accelerated wound closure 
up to 12 hours (P<0.001) and closed at 18 hours, being faster than the control 
(P<0.05). PBM increased histone acetylation (P<0.001). After 14 days, PBM 
improved the differentiation in the three mediums employed and the ALP activity, 
compared to the controls (P<0.05). In the in vivo study, the negative control had 
greater neutrophil infiltrate than the other groups (P<0.05). Negative Control, Healthy 
tooth and Healthy tooth+PBM groups presented less fibrous condensation (P<0.05). 
All groups formed more mineralized tissue than the negative control (P<0.05). 
PBM+MTA, +BC or +hDPSC formed more mineralized tissue than non-irradiated 
groups (P<0.05). MTA+PBM induced inoculation (P<0.05). BSP labeling confirmed 
the histological findings related to mineralized tissue formation and hDPSCs, with 
and without PBM, exhibited a higher percentage of BSP-positive cells. It is concluded 
that PBM played an important role, in vitro, increasing differentiation, viability and cell 
migration that are related to histone acetylation. Moreover, the PBM may be an 
adjutant treatment alternative for permanent teeth with pulp necrosis and open apex, 
favoring root repair. 
Keywords: Stem cells. Epigenetic. Photobiomodulation therapy. Permanent teeth 
with open apex. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DAS CÉLULAS-TRONCO DA POLPA DENTAL 
(DPSC) 
 
Células-tronco (CTs) adultas multipotentes são encontradas em tecidos já 
desenvolvidos do feto, recém-nascido, jovem e adulto (KRABBE, ZIMMER, MEYER, 
2005; SERAKINCI, KEITH, 2006) e são caracterizadas pela capacidade de auto-
renovação e diferenciação celular (GRONTHOS et al., 2000). As terapias com 
células-tronco já provaram ser bem sucedidas sendo eficazes em transplantes de 
células hematopoiéticas de medula óssea, regeneração da pele com cultivo de 
células progenitoras ou tratamento de córnea danificada (RAMA et al., 2010; 
BIANCO et al., 2014). 
As células-tronco embrionárias apresentam a habilidade de proliferar em 
cultura sem perder sua capacidade de diferenciação em tipos celulares específicos, 
tornando-se uma poderosa ferramenta de pesquisa (LO, PARHAM, 2009). Porém, 
sua utilização em pesquisas envolve conflitos éticos, religiosos, políticos e legais 
(LO, PARHAM, 2009). Em contrapartida, as células adultas multipotentes têm a 
capacidade de renovar-se e diferenciar-se em diversas linhagens de células e 
podem ser obtidas a partir de muitos tecidos, como por exemplo, a medula óssea 
(CAPLAN, 1991), o tecido adiposo (SECCO et al., 2008), o cordão umbilical (VIEIRA 
et al., 2008) e a polpa dentária (GRONTHOS et al., 2000; SHI, ROBEY, 
GRONTHOS, 2001; MIURA et al., 2003; DE MENDONÇA COSTA et al., 2008). 
A Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT), em 2006, propôs 
um painel de marcadores de superfície celular para identificação de CTs em que a 
população de células avaliadas deve apresentar pelo menos 95% de positividade 
para os seguintes marcadores: CD73, CD90, CD44, CD146 e CD105; e negativas 
para CD34 (células endoteliais e progenitores hematopoiéticos), CD45 (leucócitos), 
CD11b ou CD14 (monócitos/ macrófagos), CD19 ou CD79α (linfócitos B), e HLA-DR 
(células apresentadoras de antígenos). Além disso a capacidade de diferenciação 
das CTs em osteoblastos, condroblastos e adipócitos em condições de cultivo 
celular representa outro método importante que caracteriza as CTs (CHEN et al., 
2006; DOMINICI et al., 2006). As CTs têm se destacado na medicina regenerativa 
onde a taxa de proliferação e o sucesso da diferenciação de células transplantadas 
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representa um grande avanço para engenharia de tecidos (CAPLAN, 2005; 
LEONIDA, et al., 2013). 
Na área da Odontologia, as CTs têm sido isoladas de diferentes porções 
do complexo dento-alveolar, como as células do folículo dentário – HDFC 
(MORSCZECK et al., 2005; KÉMOUN et al., 2007), as células do ligamento 
periodontal - PDLSC (SEO et al., 2004; GRONTHOS et al., 2006; VASCONCELOS 
et al., 2011; SOARES et al., 2015), as células da papila dental – SCAP 
(SONOYAMA et al., 2008; HUANG et al., 2008), a polpa dentária de dente decíduo – 
SHED (MIURA et al., 2003; KERKIS et al., 2006) e a polpa dentária de dente 
permanente – DPSC (GRONTHOS et al., 2000, 2002; SHI, ROBEY, GRONTHOS, 
2001; DE MENDONÇA COSTA et al., 2008; ZACCARA et al., 2015). 
Gronthos et al. (2000) identificou pela primeira vez células-tronco 
derivadas da polpa de dente permanente e, a partir disso, passou-se a utilizar o 
termo DPSCs (dental pulp stem cells) para referir-se a elas. Estas células 
apresentaram alta capacidade proliferativa e de diferenciação, expressão de 
diversos marcadores de células da medula óssea e neurais, além de apresentarem 
morfologia fibroblastóide, semelhante às células-tronco embrionárias. 
Posteriormente diversos estudos foram realizados para avaliar as DPSCs 
e foi observado que estas células mantém potencial altamente proliferativo, mesmo 
após subcultivo extensivo, e apresentam capacidade de induzir formação óssea in 
vivo (GRONTHOS et al., 2002; SHI, ROBEY, GRONTHOS, 2001; NAKASHIMA, 
AKAMINE, 2005). Para tanto, é necessário um meio indutor apropriado e um 
arcabouço para induzir a formação de osso, cemento e dentina (BATOULI et al., 
2003; SHI et al., 2005). Além disso, sugere-se que as DPSCs estão envolvidas na 
indução da formação de osso durante a erupção de dentes permanentes (MIURA et 
al., 2003). Diante das propriedades apresentadas pelas DPSCs, elas têm sido 
estudadas para diversos propósitos regenerativos, não só na Odontologia, como 
também em várias aplicações na medicina (DE MENDONÇA-COSTA et al., 2008; 
KERKIS et al., 2006). 
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1.2  REGULAÇÃO EPIGENÉTICA DAS CÉLULAS-TRONCO (CTs) 
 
As estratégias regenerativas, com base nas propriedades das CTs, 
direcionaram a atenção dos estudos para a identificação de reguladores celulares 
que controlam a proliferação e diferenciação celular (DUNCAN et al., 2016).  
Todas as células diferenciadas no organismo possuem o mesmo material 
genético, pois originaram-se de uma mesma célula-tronco totipotente. Entretanto, 
apresentam padrão de expressão gênica específico para cada tipo celular, devido a 
mecanismos de silenciamento ou ativação gênica de determinados tecidos 
específicos (LI, 2002).  
A regulação epigenética refere-se a processos biológicos que regulam 
alterações mitóticas ou meióticas hereditárias na expressão de genes sem alterar a 
sequência de DNA (WU, SUN, 2006). Os principais mecanismos epigenéticos 
observados em muitas linhagens, incluindo a polpa dentária, são: a metilação da 
citosina do DNA; as modificações das histonas, como a acetilação e a metilação das 
caudas das histonas; e, em pequena proporção, o RNA não codificado que controla 
a regulação pré e pós-transcricional da expressão gênica (WU, SUN, 2006; 
GOPINATHAN et al., 2013; SEO et al., 2015).  
Para melhor entendimento dos mecanismos epigenéticos, torna-se 
necessário compreender a composição da cromatina que é formada pelo complexo 
de DNA e proteínas presentes no núcleo de células eucariotas, onde as principais 
proteínas são da família das histonas. A unidade básica da cromatina denomina-se 
nucleossomo, composto por 147 pares de base de DNA organizados ao redor de 
duas copias de cada histona H2A, H2B, H3 e H4, formando um octâmero, enquanto 
a histona H1 se liga aos nucleossomos adjacentes, "empacotando-os" (LUGER, 
RICHMOND, 1998).  
Cada histona apresenta um domínio longo e flexível (caudas), que se 
projeta do nucleossomo. Nessas caudas ocorrem a maioria das modificações das 
histonas, como acetilação de lisina, fosforilação de serina, metilação de lisina, 
metilação de arginina e ubiquitinação de lisina (GOODSELL, 2003; SONG, HAN, 
BANG, 2011; RANDO 2012). Além disso, a acetilação de histonas, no resíduo lisina 
9 da histona H3, é a modificação mais comum associada à transcrição ativa, 
aumentando significativamente a expressão gênica. Portanto, a lisina 9 da histona 
H3 é considerada um marcador epigenético (THIAGALIGAM et al., 2003). 
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A organização da cromatina permite ou dificulta a transcrição genética 
devido ao acesso dos fatores da transcrição (GOODSELL, 2003). O grau de 
acetilação ou desacetilação da histona, presente na composição da cromatina, 
influencia sua organização e está correlacionado com o nível de transcrição 
(SCHÜBELER et al., 2004). A modificação pós-traducional mais estudada é a 
acetilação que está relacionada com a cromatina desdobrada e geneticamente ativa 
(GOODSELL, 2003). Ela ocorre pela adição de um grupo acetil aos resíduos de 
lisina, localizados nas caudas das histonas, realizada pela enzima histona 
acetiltransferase (HAT), que causa neutralização das cargas positivas desses 
resíduos de lisina, enfraquecendo as interações eletrostáticas entre as histonas e o 
esqueleto de fosfato do DNA, carregado negativamente, desatrelando o DNA da 
histona, ou seja, tornando a cromatina mais exposta aos fatores de transcrição, 
facilitando a expressão proteica (ZUPKOVITZ et al., 2006). Em contrapartida, a 
remoção do grupo acetil, realizada pela enzima histona desacetilase (HDAC), leva 
ao aumento das interações entre as histonas e o DNA, gerando uma maior 
compactação das estruturas nucleossômicas, limitando a atividade gênica e 
dificultando a ligação dos fatores de transcrição e, assim, a expressão proteica (DE 
RUIJTER et al., 2003). 
Atualmente, estudos têm demonstrado que muitos processos biológicos, 
incluindo proliferação, migração e diferenciação celular, são regulados por 
mecanismos epigenéticos modulados pelo equilíbrio das enzimas HDAC e HAT 
(LEWIS et al., 2014). Dessa forma, torna-se interessante identificar mecanismos com 
potencial de regular positivamente eventos epigenéticos (DUNCAN et al., 2011). 
A regulação epigenética relacionada à regeneração e reparo da polpa têm 
sido estudada avaliando os inibidores das histona desacetilases (HDACi), que 
proporcionam aumento da transcrição genética (DUNCAN et al., 2011, 2013, 2016; 
HUI et al., 2017). Tal fato demonstra uma perspectiva para aplicação destes 
inibidores em algumas situações clínicas da área da Endodontia (PAINO et al., 2014; 
SEO et al., 2015, DUNCAN et al., 2016). Neste sentido, vários tipos de HDACi foram 
avaliados, incluindo tricostatina A (TSA), ácido valproico (VPA) e ácido butírico, e 
mostraram alterar reversivelmente a acetilação de histonas, promovendo a 
transcrição gênica, induzindo a proliferação, diferenciação e efeitos antiinflamatórios 
em CTs (JIN et al., 2013; MARKS, 2010; SHUTTLEWORTH, BAILEY, TOWNSEND, 
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2010; MAHMUD et al., 2014, DUNCAN et al., 2016). No entanto, a influência da 
fotobiomodulação (PBM) na regulação epigenética ainda não foi estabelecida. 
 
1.3 TERAPIA DE FOTOBIOMODULAÇÃO (PBM) 
 
"Terapia de fotobiomodulação" é o termo mais recente para a terapia de 
aplicação de laser de baixa intensidade nos dados da Medical Subject Headings 
(MeSH), sistema em língua inglesa que diz respeito à nomenclatura médica, 
baseando-se na indexação de artigos no campo das ciências da saúde de acordo 
com o sistema MEDLINE-PubMed. Alguns outros nomes foram utilizados 
anteriormente para esta terapia, incluindo terapia com laser (ou luz) de baixa 
intensidade (low-level laser therapy - LLLT), irradiação com laser de baixa 
intensidade (low-level laser irradiation - LLLI), terapia com laser de baixa potência, 
cold laser, laser soft, demonstrando que existe claramente uma falta de consistência 
e consenso sobre a terminologia (ANDERS, LANZAFAME, ARANY, 2014). O termo 
mais utilizado é terapia com laser de baixa intensidade (LLLT), sendo 
frequentemente mencionado no MeSH. Porém, este termo é ambíguo, pois as 
palavras "baixa" e "intensidade" são vagas e não definidas com precisão, enquanto a 
palavra "laser" não é mais apropriada, pois outros tipos de dispositivos de luz, como 
LEDs e fontes de luz de banda larga, são usados atualmente para esta aplicação 
(ARANY et al., 2012). 
Anders, Lanzafame e Arany (2015) sugeriram uma definição mais 
abrangente para terapia de fotobiomodulação: uma terapia de luz que utiliza formas 
não ionizantes de fontes de luz, incluindo lasers, LEDs e luz de banda larga, no 
espectro visível e infravermelho, sendo um processo não-térmico que envolve 
cromóforos endógenos que provocam eventos fotofísicos e fotoquímicos em várias 
escalas biológicas. Este processo promove resultados terapêuticos benéficos, 
incluindo, entre outros, o alívio da dor ou inflamação, imunomodulação e promoção 
da cicatrização de feridas e regeneração tecidual (ANDERS, LANZAFAME, ARANY, 
2015).  
O termo terapia de fotobiomodulação é preciso e específico para esta 
aplicação e seu uso de forma universal reduziria ou eliminaria a confusão no campo 
da literatura científica e leiga. Isso geraria uma imagem unificada e positiva para 
mostrar as importantes aplicações clínicas que a terapia de fotobiomodulação pode 
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oferecer para várias aplicações médicas (ANDERS, LANZAFAME, ARANY, 2015). 
Desta forma, no decorrer deste estudo, sempre será utilizado o termo terapia de 
fotobiomodulação (photobiomodulation – PBM), independente dos termos 
empregados nos artigos citados. 
Cabe salientar que a PBM quando utilizada em tecidos biológicos, durante 
a irradiação, a luz pode ser refletida, espalhada, absorvida ou transmitida para os 
tecidos circundantes (SCHWARZ, 2009). Além disso, essas interações também 
podem ser influenciadas por várias características específicas do laser, como a 
saída de energia, o modo de oscilação (onda contínua ou pulsada) ou o modo de 
aplicação (contato ou sem contato) (SCHWARZ, 2009). 
 
1.3.1 Propriedades da PBM em nível celular 
 
A PBM transmite energia em níveis baixos e, portanto, não emite som, 
calor, ou vibrações. Suas reações não são térmicas porque não há aumento 
imediato de temperatura do tecido irradiado (QUICKENDEN, DANIELS, 1993). As 
pesquisas que abordam o tema do mecanismo de ação da PBM estão relacionadas 
com a sua influência nas mitocôndrias que desempenham um papel importante na 
geração de energia e no metabolismo celular, além de promover a integração de 
sinais entre as organelas e o núcleo (CARNEVALLI et al., 2003; SILVEIRA et al., 
2009; GAO, XING, 2009). Neste sentindo, foi avaliada a atividade mitocondrial em 
células submetidas à PBM e os estudos revelaram uma associação entre o aumento 
da função mitocondrial com o aumento da capacidade de regeneração e cicatrização 
de tecidos (KARU; KOLYAKOV, 2005). 
Quando a PBM é utilizada, prótons que são absorvidos por 
fotorreceptores na célula que alteram a atividade biológica (HAWKINS, 
ABRAHAMSE, 2006; HAWKINS, ABRAHAMSE, 2007). Dessa forma, a PBM 
intensifica a formação de um gradiente eletromecânico de prótons transmembranar 
na mitocôndria, aumentando a eficiência da força próton motriz (PMF) o que induz o 
aumento do cálcio intracelular. Com a utilização da PBM, este cálcio adicional, 
transportado para o citoplasma, desencadeia a mitose e aumenta a proliferação 
celular (FRIEDMANN et al., 1991). 
Outros dois processos também tem a capacidade de desencadear sinais 
mitogênicos nas células: (A) a elevação a curto prazo do pH intracelular através da 
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criação de um gradiente eletromecânico de prótons; (B) o aumento da produção de 
ATP através da PMF, que ativa alguns transportadores de íons, como a K-ATPase, 
e, desta forma, o nível de K+ intracelular aumentado causa a diminuição do potencial 
de membrana e da concentração de Na+ intracelular que influenciam a proliferação 
celular (FRIEDMANN et al., 1991; EDUARDO et al., 2007). 
 
1.3.2 PBM na Odontologia 
 
Na Odontologia existe uma tendência à incorporação de métodos menos 
invasivos com a finalidade de minimizar a dor e o desconforto durante e após as 
intervenções. Por isso, a PBM tem sido usada em diferentes áreas. A PBM 
apresenta metodologia simples e produz efeitos benéficos para os tecidos 
irradiados, como: ativação da microcirculação; produção de novos capilares; efeitos 
anti-inflamatórios e analgésicos; e, estímulo ao crescimento e à regeneração celular 
em algumas patologias (CAVALCANTI et al., 2011; NAMMOUR, 2012). 
Devido a capacidade da PBM de estimular a proliferação e a migração de 
células como ceratinócitos, células endoteliais e fibroblastos, que são essenciais 
para a re-epitelização, angiogênese e formação de tecido de granulação, esta 
terapia tem sido utilizada para estimular cicatrização de feridas (PEPLOW, CHUNG, 
BAXTER, 2010). Além disso, a sua utilização pode proporcionar uma reparação 
tecidual rápida e menos dolorosa em estomatite aftosa recorrente, úlceras 
traumáticas, lesões herpéticas, pênfigo, pericoronarite, líquen plano e disfunção 
temporomadibular (CARVALHO et al., 2011; SANCHEZ et al., 2012; GAUTAM et al., 
2012). Weissheimer et al. (2017) afirmam que a PBM pode ser usada de forma 
preventiva evitando mucosites orais em pacientes que receberam transplante de 
células-tronco hematopoiéticas ou diminuindo sua duração e severidade em 
pacientes que já apresentavam as lesões. De modo geral, em função de resultados 
satisfatórios alcançados com cultura de células, na medicina tem sido discutida a 
capacidade da PBM em contribuir com a regeneração óssea e consolidação de 
fraturas, prevenção de osteoporose, reparação de nervos e músculos esqueléticos 
após lesão (FERRARI et al., 2011; YAZDANI et al., 2012). 
Atualmente na área da Endodontia, existe uma linha pesquisa que analisa 
o mecanismo de ação da terapia fotodinâmica (PDT) que representa a associação 
entre a PBM e fotossensibilizadores exógenos (FS) para promover a desinfecção de 
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canais radiculares. A PBM, quando utilizada isoladamente, não é capaz de ter ação 
antimicrobiana; porém, juntamente com FS desencadeia uma cascata de eventos 
fotoquímicos, resultando na produção de espécies reativas de oxigênio, que são 
tóxicas para as células tumorais, fungos e bactérias, especialmente para o 
Enterococcous. faecalis (KONOPKA, GOSLINSKI, 2007; TRINDADE et al. 2015). 
Entretanto, o presente estudo não teve como objetivo avaliar a ação 
antimicrobiana da PBM e sim sua interferência na regulação epigenética, 
proliferação e diferenciação. Além disso, teve como objetivo investigar a capacidade 
da PBM de estimular a resposta tecidual em situações de dentes com necrose 
pulpar e rizogênese incompleta.  
 
1.3.3 PBM na proliferação e diferenciação celular 
 
A PBM promove efeitos bioestimuladores e biomoduladores in vivo e in 
vitro, estimulando o crescimento, aumentando o metabolismo e melhorando a 
regeneração celular, provocando uma resposta tecidual e induzindo a diferenciação 
em tipos celulares específicos(KNEEBONE, CNC, FIAMA, 2006; TUBY, MALTZ, 
ORON, 2007; HOU et al., 2008; MVULA et al., 2008). Estes processos dependem de 
moléculas como a proteína quinase c (PKC), proteína quinase B (Akt / PKB), Src 
tirosina cinases e interleucina-8 / 1ª (IL-8 / 1a) (DE FREITAS, HAMBLIN, 2016). 
A interação da PBM com as células e os tecidos pode levar a diferentes 
resultados, dependendo provavelmente de fatores relacionados ao tipo de célula 
irradiada, as características fisiológicas das células no momento da irradiação e de 
parâmetros relacionados ao laser, como comprimento de onda, densidade de 
energia, potência, número de pontos irradiados, diâmetro do feixe, tempo e número 
de irradiações (ALGHAMDI, KUMAR, MOUSSA, 2012). 
Revisões sistemáticas demonstraram que resultados positivos de 
proliferação e diferenciação relacionados com a PBM foram alcançados quando o 
comprimento de onda variou entre 600 a 700nm com a densidade de energia 
variando entre 0,5 a 4 J/cm2, utilizando maior potência e curto tempo de exposição 
(ALGHAMDI, KUMAR, MOUSSA, 2012; EMELYANOV, KIRYANOVA, 2015, GINANI 
et al., 2015). Além disso, o uso de uma densidade de energia superior a 10 J/cm2 
pode danificar os fotorreceptores, reduzindo o efeito fotobiomodulador devido à 
inibição do metabolismo e consequentemente morte celular (KARU, 1989; 
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ALGHAMDI, KUMAR, MOUSSA, 2012). A PBM exerce um efeito dose-dependente 
em respostas biológicas e parece ter um efeito cumulativo em cada nova dose 
aplicada (HUANG et al., 2009). Outros estudos verificaram que há uma tendência da 
PBM de aumentar a viabilidade das CTs sem efeitos deletérios (BORZABADI-
FARAHANI, 2016; MARQUES et al., 2016). No entanto, considerando a falta de 
padronização dos parâmetros utilizados e as evidências limitadas, é difícil obter-se 
uma conclusão clara e comparar os resultados dos diferentes estudos com maior 
precisão (GINANI et al., 2015; MARQUES et al., 2016).  
A este respeito, vários outros estudos têm confirmado que a PBM melhora 
a proliferação de diferentes tipos de células-troncos (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; 
TUBY, MALTZ, ORON, 2007; STEIN et al., 2008; MVULA et al., 2008; EDUARDO et 
al., 2008; HORVA´T-KARAJZ, BALOGH, 2009) e apresenta efeito bioestimulador 
sobre a diferenciação de células-tronco em células formadoras de osso e na indução 
de deposição de tecido mineralizado com a utilização de biomateriais 
(ABRAMOVITCH-GOTTLIB et al., 2005; STEIN et al., 2008; HOU et al., 2008).  
Considerando que a PBM é efetiva na proliferação de diferentes linhagens 
de células-tronco, Eduardo et al. (2008) foram os primeiros a submeter hDPSC à 
PBM. Para avaliar o efeito da PBM nas hDPSCs, os autores empregaram o teste 
MTT que baseia-se na relação direta entre viabilidade celular, aumento das funções 
celulares e na produção de ATP, mediados por fotorreceptores nas mitocôndrias 
(KARU; KOLYAKOV, 2005). Os autores verificaram uma maior atividade proliferativa 
de DPSCs humanas submetidas à PBM (InGaAlP) de 660nm, densidade de energia 
de 3J/cm2 e 20 ou 40 mW (EDUARDO et al., 2008).  
Apesar da importância do conhecimento obtido a partir de estudos que 
avaliaram diferenciação em modelo de cultura monocamada, é importante salientar 
que eles não simulam a condição do tecido natural (CORDEIRO et al., 2008), 
limitando sua aplicação e relevância clínica (EDMONDSON, 2014; BASSO et al., 
2016; SILVA et al., 2016). A análise de cultura celular tridimensional (3D), pode 
simular melhor as condições celulares in vivo, tornando-se fisiologicamente mais 
relevante e preditiva, apresentando maior estabilidade do que culturas celulares em 
monocamada (SILVA et al., 2016). Desta forma, a cultura 3D é capaz de promover 
um melhor conhecimento sobre as funções celulares in vivo (VIDYASEKAR et al., 
2016), sendo mais adequada para uso em testes de bioatividade (SILVA et al., 2016; 
THEOCHARIDOU et al., 2016). Entre os vários modelos de cultura 3D, o gel de 
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agarose (um polissacarídeo de D-galactose e 3,6-anidro-L-galactopiranose derivado 
das paredes celulares de algas vermelhas) apresenta características favoráveis 
como ser bioinerte e não tóxico (AURAND, LAMPE, BJUGSTAD, 2012; PAKULSKA, 
BALLIOS, SHOICHET, 2012; SUZAWA et al., 2015). Além disso, uma das 
propriedades importantes da agarose é que sua rigidez pode ser alterada, 
permitindo a modificação das propriedades mecânicas da cultura 3D (ANNIBALLI et 
al., 2013).  
 
1.3.4 Associação dos princípios da engenharia de tecidos com a PBM para o 
tratamento de dentes permanentes com rizogênese incompleta e 
necrose pulpar 
  
A ocorrência de necrose pulpar em dentes permanentes com rizogênese 
incompleta representa uma situação clínica desafiadora, pois quando isso ocorre a 
formação radicular é interrompida, deixando-os susceptíveis a fratura, pois as 
paredes dentinárias estão finas e curtas (HARGREAVES, DIÓGENES, TEIXEIRA, 
2013). 
Alguns protocolos de tratamento já descritos favorecem a manutenção da 
viabilidade de células-tronco presentes na região da papila apical (HUANG et al., 
2008; SONOYAMA et al., 2008). Desta forma, torna-se possível a realização da 
apicigênese em dentes que seriam tratados com procedimentos que visam a 
apicificação, onde não ocorre o desenvolvimento completo da raiz dentária, 
deixando a estrutura radicular frágil e com risco de fratura (SIMON et al., 2007; 
COTTI, MEREU, LUSSO, 2008; JUNG, LEE, HARGREAVES, 2008; JEERUPHAN et 
al., 2017). Além disso, estudos em animais mostram que, nos casos em que 
realizam-se protocolos que estimulam a apicigênese, os tecidos que se formam são 
semelhantes ao osso ou cemento (WANG et al., 2010; YAMAUCHI et al., 2011).  
O tratamento ideal para dentes permanentes imaturos necrosados seria o 
desenvolvimento de procedimentos biológicos para reposição de tecidos 
danificados, tal como a regeneração do tecido dentinário, promovendo a 
manutenção do dente e o desenvolvimento radicular normal (WANG et al., 2013). 
Para isso, torna-se necessário, além de um diagnóstico preciso, o conhecimento dos 
processos biológicos através de pesquisas envolvendo os três princípios da 
engenharia de tecidos: células-tronco, biomateriais (scaffolds) e fatores de 
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crescimento (HARGREAVES, DIOGENES, TEIXEIRA, 2013; SCHMALZ, SMITH, 
2014).  
O primeiro princípio diz respeito a utilização de células-tronco capazes de 
se diferenciar no componente de tecido desejado (HARGREAVES, DIÓGENES, 
TEIXEIRA, 2013). O uso de DPSCs é de grande interesse para a engenharia de 
tecidos, devido à facilidade de isolamento e expansão em cultura (GRONTHOS et 
al., 2000). Além disso, tais células apresentam propriedades de proliferação, de 
diferenciação e capacidade imunossupressora, suprimindo a resposta imune das 
células T in vitro e in vivo (ABUMAREE et al., 2012). Tal capacidade 
imunossupressora permite que as células-tronco de uma determinada espécie 
possam ser transplantadas para outras (PIERDOMENICO et al., 2005).  
No entanto, as células, quando transplantadas para outro ambiente, 
precisam de uma estrutura para suportar e fornecer sua viabilidade, desta forma, os 
biomateriais (scaffolds), segundo princípio da engenharia de tecidos, desempenham 
um papel fundamental, fornecendo um modelo tridimensional para promover 
neoformação (VAN HOUT et al., 2011). Entretanto, não existe um modelo de 
estrutura único que seja aplicável a todas as situações, tornando-se necessária a 
pesquisa e o desenvolvimento de materiais para diferentes situações de 
regeneração (SITTINGER, HUTMACHER, RISBUD, 2004). Um scaffold 
biocompatível deve ser usado para prevenir reações adversas do tecido, fornecer 
uma superfície que facilite a adesão, proliferação e organização espacial das células 
(HARGREAVES, DIOGENES, TEIXEIRA, 2013). 
A escolha do scaffold para o tratamento de dentes com necrose pulpar e 
rizogênese incompleta ainda é controversa e, nesta situação clínica, o scaffold deve 
apresentar capacidade de controle da contaminação do canal radicular, controlar e 
suportar a vascularização ao longo da raiz, permitir a diferenciação de odontoblastos 
e suportar a formação de tecido mineralizado (GALLER et al., 2011). Alguns 
materiais já foram utilizados para analisar a regeneração do complexo dentina-polpa, 
tais como: HA/TCP, Gelfoam, polímero sintético (PLG), hidrogel sintético, colágeno 
tipo I e III, coágulo sanguíneo, plasma rico em plaquetas (PRP) e quitosano (MIURA 
et al., 2003; WANG et al., 2013; HUANG et al., 2010; IOHARA et al., 2011; ZHU et 
al., 2012; MANGIONE et al., 2017; PALMA et al., 2017). Entre os vários modelos de 
scaffolds para implantação em animais, o gel de agarose (um polissacarídeo de D-
galactose e 3,6-anidro-L-galactopiranose derivado das paredes celulares de algas 
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vermelhas) apresenta, além das propriedades já citadas, potencial de diminuição da 
rejeição imune em ratos, além de ser barato, evitando a utilização de scaffolds 
sintéticos caros e com longo tempo de preparo (AURAND, LAMPE, BJUGSTAD, 
2012, PAKULSKA, BALLIOS, SHOICHET, 2012, SUZAWA et al., 2015; ABUELBA et 
al., 2015). O gel de agarose já foi avaliado em combinação com células-tronco para 
gerar uma variedade de tecidos, incluindo osso, cartilagem e células neurais (AWAD 
et al., 2004; SÁNCHEZ-SALCEDO et al., 2008; SUZAWA et al., 2015). No entanto, 
até o presente momento não foi testado como scaffold para suportar células-tronco 
transplantadas em canais radiculares de ratos. 
De acordo com a engenharia de tecidos, o terceiro princípio importante 
para alcançar o sucesso é a presença de fatores de crescimento (HARGREAVES, 
DIOGENES, TEIXEIRA, 2013). De acordo com alguns estudos, o coágulo sanguíneo 
é um útil carregador de fatores de crescimento e diferenciação para gerar tecido 
semelhante a polpa no espaço do canal anteriormente necrótico (MAEDA et al., 
2004; THIBODEAU, TROPE, 2007). Os fatores de crescimento estão presentes no 
coágulo sanguíneo devido a sua origem do componente vascular do tecido 
periapical (MAEDA et al., 2004; THIBODEAU, TROPE, 2007; ZHU et al., 2012). 
Além disso, foi observado por Galler et al. (2016) que o condicionamento da dentina 
com EDTA, durante a irrigação final do canal, proporciona diferenciação celular, 
expressando DSPP (sialoproteína dentinária), com a consequente liberação de 
fatores de crescimento das paredes dentinárias que se direciona para o biomaterial 
presente dentro do canal radicular. 
Os procedimentos biológicos para a apicigênese e a reposição de tecidos 
danificados requerem muito tempo, além disso, as células-tronco usadas para 
protocolos regenerativos devem ser mantidas viáveis por tempo suficiente para que 
a formação de tecido ocorra (TROPE et al., 2002). Desta forma, devido ao tempo 
prolongado, falhas ou fratura da raiz podem ocorrer (TROPE et al., 2002). Sendo 
assim, o uso de uma alternativa adjuvante, como a PBM, que acelere esse 
processo, aumentando o metabolismo celular, melhorando a regeneração celular e 
promovendo uma resposta tecidual, sem causar danos celulares, se torna ideal para 
o tratamento de dentes permanentes necrosados com rizogênese incompleta 
(ALMEIDA-LOPES et al., 2001; SALATE et al., 2005; TUBY, MALTZ, ORON, 2007; 
HOU et al., 2008; MVULA et al., 2008; TOOMARIAN et al., 2012). 
24 
 
Atualmente, os estudos têm dado ênfase à utilização da PBM devido a 
sua influência no metabolismo celular, síntese de colágeno, capacidade de regular a 
expressão de alguns fatores de crescimento e genes relacionados à diferenciação 
das células ósseas, promovendo, assim, a reparação tecidual (ALMEIDA-LOPES et 
al., 2001; SALETE et al., 2005; DE SOUZA et al., 2011; PRETEL, LIZARELLI, 
RAMALHO, 2007; TIM et al., 2015). Estudos in vitro recentes demonstraram que a 
PBM aumentou a expressão gênica de marcadores osteoblásticos, como a fosfatase 
alcalina (ALP), o fator de transcrição 2 (Runx-2), a osteocalcina (CO), o colágeno 
tipo I (COL I), o colágeno tipo III (COL III), sialoproteína óssea (BSP), factor de 
crescimento transformante 2 (TGF-β), proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), 
fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (FERREIRA et al., 2006; DA SILVA et al., 
2012; ARANY et al., 2014; TIM et al., 2015).  
Recentemente, o efeito estimulador da PBM no desenvolvimento de 
raízes de dentes pulpotomizados proporcionou uma cicatrização tecidual satisfatória 
(FERNANDES et al., 2015; MARQUES et al., 2015). Alem disso, a PBM acelerou a 
taxa dentinogênese e apicigênese de dentes hígidos permanentes imaturos 
(TOOMARIAN et al., 2012; FEKRAZAD et al., 2015). Entretanto, torna-se necessário 
avaliar o efeito desta terapia em protocolos de tratamento de dentes permanentes 
com necrose pulpar e rizogênese incompleta.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
O presente estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a influência da 
fotobiomodulação (PBM) na regulação epigenética, no potencial de migração e na 
diferenciação de células tronco de dentes permanentes humanos (hDPSCs) de 
terceiros molares hígidos; e, in vivo, avaliar a influência da PBM na indução da 
complementação da formação radicular de molares de ratos com necrose pulpar e 
rizogênese incompleta. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Avaliar, in vitro, a influência da PBM sobre a viabilidade celular das 
hDPSCs, pelo ensaio de MTT;  
b) Avaliar, in vitro, a influência da PBM sobre a migração celular das 
hDPSCs, pelo método de Scratch; 
c) Avaliar, in vitro, a influência da PBM sobre a atividade epigenética das 
hDPSCs, através da imunoflurescência do marcador Acetyl histona H3; 
d) Avaliar, in vitro, a influência da PBM sobre a capacidade de 
diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica das hDPSCs e atividade 
ALP, em cultura 3D, nos períodos de 7 e 14 dias; 
e) Avaliar, in vivo, a influência da PBM na resposta tecidual de molares de 
ratos com necrose pulpar e rizogênese incompleta, submetidos a diferentes 
protocolos de tratamento; 
f) Imunolocalizar, pelo marcador Sialoproteina Óssea (BSP), a deposição 
de tecido mineralizado nas paredes e região apical de canais radiculares de molares 
de ratos com necrose pulpar e rizogênese incompleta, submetidos a diferentes 
protocolos de tratamento. 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
A utilização da Terapia de Fotobiomodulação (PBM) na Odontologia vem 
se consolidando gradualmente a medida que novos estudos têm sido realizados. 
Apesar das diversificadas metodologias e parâmetros de irradiação utilizados, a 
literatura tem enfatizado os efeitos positivos promovidos pela PBM quando aplicada 
dentro de um intervalo aceitável de parâmetros que não danificam os fotorreceptores 
e também não causam efeitos deletérios para as células ou tecidos irradiados 
(ALGHAMDI, KUMAR, MOUSSA, 2012; EMELYANOV, KIRYANOVA, 2015; GINANI 
et al., 2015; BORZABADI-FARAHANI, 2016; MARQUES et al., 2016). 
Neste sentido, a PBM demonstrou aumento da viabilidade das hDPSCs e 
esses achados estão de acordo com estudos anteriores (Eduardo et al., 2008, 
Soares et al. 2013, Zaccara et al., 2015, Moura-Netto et al., 2016). Além disso, 
vários autores demonstraram que a PBM tem um efeito dose-dependente nas 
respostas biológicas de acordo com o número de aplicações (Huang et al., 2009, 
Soares et al., 2013, Zaccara et al., 2015). O presente estudo também demonstrou 
que a PBM influencia significativamente a migração das hDPSCs, validando os 
resultados do MTT. Estes achados estão de acordo com estudos prévios in vitro 
(TSCHON et al., 2015; GAGNON et al., 2016) e in vivo, que comprovaram que a 
PBM desempenha um papel importante na melhora da cicatrização de feridas 
(PEPLOW, CHUNG, BAXTER, 2010; WAGNER et al., 2013) 
Nesse contexto, a identificação de fatores que regulam o aumento da 
proliferação e diferenciação de hDPSCs é muito importante. Atualmente, estudos 
têm demonstrado que a epigenética regula o status de diferenciação e proliferação 
de CTs moduladas pelo equilíbrio entre as enzimas histona desacetilase (HDAC) e 
histona acetil transferases (HATs) (LEWIS et al. 2014; PAINO et al. 2014; SEO et al. 
2015; DUNCAN et al 2016).  Entretanto, o impacto da PBM em mecanismos 
epigenéticos em células-tronco mesenquimais (CTs), até o presente momento não 
havia sido descrito. Considerando os achados desta tese, pode-se inferir que a PBM 
desempenha um papel semelhante aos inibidores de HDAC, promovendo 
modificações nucleares, que induz o aumento da acetilação de histonas, 
intensificando a expressão gênica e, desta forma, justificando o efeito biostimulador 
da PBM nos ensaios de viabilidade e migração aqui avaliados. 
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A PBM aumentou a diferenciação de hDPSCs em estudos que utilizaram 
cultura de células em monocamadas (YAMADA, CUKIERMAN, 2007). Porém, esta 
condição não recria com precisão a arquitetura do tecido natural. Os resultados da 
presente investigação mostraram que as hDPSCs mantiveram a capacidade de 
diferenciação em um modelo de cultura 3D em gel de agarose. Tais achados 
concordam com os encontrados em estudos prévios que também empregaram 
modelos de cultura 3D, como esponjas de colágeno, quitosana, hidroxiapatita ou 
polímeros sintéticos (ABRAMOVITCH-GOTTLIB et al., 2005; YANG et al. 2011; 
ABUARQOUB et al. 2015). 
O aumento das diferenciações osteogênica, adipogênica e condrogênica, 
após 14 dias, com o uso da PBM aqui observado, está de acordo com investigações 
anteriores que analisaram sua influência na diferenciação osteogênica e 
condrogênica e na atividade da ALP, em cultura monocamada, usando diferentes 
parâmetros de irradiação (MEDINA-HUERTAS et al. 2014; MANZANO-MORENO et 
al. 2015; KUSHIBIKI et al., 2010). No entanto, Abramovitch-Gottlib et al. (2005) e 
Theocharidou et al. (2017), empregando diferentes culturas 3D, observaram que a 
atividade ALP aumentou até 7 dias, mas diminuiu gradualmente até 14 dias. Estes 
resultados contraditórios podem ser justificados pela diferença nos biomateriais ou 
devido aos prolongados intervalos de tempo entre cada aplicação do laser. De 
acordo com Meneguzzo et al. (2008), o efeito da PBM é potencializado quando 
utilizada em intervalos de tempo de 6 horas. 
Atualmente, a engenharia de tecidos se tornou uma área bastante 
pesquisada (GALLER et al., 2011). Além disso, na área da Endodontia, torna-se 
importante investigar protocolos, que utilizam a combinação de princípios da 
engenharia de tecidos com o uso de células-tronco, biomateriais (scaffolds) e fatores 
de crescimento, que possam favorecer o reparo radicular de dentes com necrose 
pulpar e rizogênese incompleta (MURRAY, GARCIA-GODOY, HARGREAVES, 
2007; HARGREAVES, DIOGENES, TEIXEIRA, 2013; SCHMALZ, SMITH, 2014). 
Atualmente, já foi avaliado o efeito estimulador da PBM no desenvolvimento de 
raízes de dentes com rizogênese incompleta que foram pulpotomizados 
imediatamente após sua exposição, apresentando cicatrização tecidual satisfatória 
nos dentes irradiados (MARQUES et al., 2015, FERNANDES et al., 2015). Estudos 
prévios também observaram uma maior taxa de dentinogênese e apexogênese de 
dentes permanentes hígidos irradiados (TOOMARIAN et al., 2012; FEKRAZAD et al., 
28 
 
2015). No presente estudo, foi analisado o tratamento de primeiros molares 
inferiores necrosados de ratos, associando o uso da PBM a protocolos que visam 
estimular a apicificação, com uso de MTA, ou apicigênese, através da indução de 
coágulo sanguíneo ou implantação de hDPSCs em gel de agarose (scaffold). A 
escolha do gel de agarose como scaffold foi devido a suas características que 
favorecem a implantação de células: não é tóxico e diminui o potencial de rejeição 
imune em ratos (SUZAWA et al., 2015; ABUELBA et al., 2015). Foi observado que 
os grupos irradiados apresentaram maior formação de tecido mineralizado 
comparados com os não irradiados. Além disso, a associação do MTA com a PBM 
induziu a apicificação em 30 dias de análise.  Além disso, a avaliação 
imunohistoquímica do marcador BSP confirmou os achados histológicos 
relacionados a deposição de tecido mineralizado nas paredes internas dos canais 
radiculares e ratificou o potencial de diferenciação osteogênica das hDPSCs. 
Sendo assim, nas referidas situações clínicas, tais protocolos podem ser 
considerados como uma alternativa de tratamento. Além disso, a presente 
investigação foi a primeira que avaliou in vivo a influência da PBM no reparo 
radicular de dentes necrosados com rizogênese incompleta, demonstrando 
resultados favoráveis associados aos diferentes protocolos de apicificação (MTA) e 
apicigênese (coágulo sanguíneo ou transplante de hDPSCs) e, desta forma, 
influenciando positivamente no processo de reparo e no desenvolvimento radicular. 
Pode-se concluir, pela análise dos resultados descritos nos três artigos 
apresentados na presente tese, que a PBM desempenhou um importante papel no 
aumento da viabilidade e da migração que estão relacionados com o aumento da 
regulação epigenética das células, promovendo o aumento da acetilação das 
histonas e, dessa forma, aumentando a expressão gênica. Além disso, a PBM 
aumentou a diferenciação das referidas células em cultura 3D. Sendo assim, a PBM 
pode ser considerada uma alternativa de tratamento em situações clínicas de dentes 
permanentes com necrose pulpar e rizogênese incompleta. Além disso, o modelo de 
gel de agarose mostrou ser um scaffold promissor em aplicações de engenharia de 
tecidos. A realização de novos estudos clínicos será importante para validar os 
resultados do presente estudo. 
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ANEXOS 
 
ANEXO A- Carta de Aprovação pela Comissão de Pesquisa da Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul (COMPESQ) do projeto in vivo. 
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ANEXO B – Parecer de Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEP-UFRGS) do projeto in vivo. 
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ANEXO C – Parecer de aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 
Animais (CEUA-UFRGS) 
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ANEXO D- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do projeto in 
vivo. 
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ANEXO E – Carta de Aprovação pela Comissão de Pesquisa da Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul (COMPESQ) do projeto in vitro. 
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ANEXO F- Parecer de Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEP-UFRGS) do projeto in vitro. 
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ANEXO G – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do projeto in 
vitro. 
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ANEXO  H – Termo de Assentimento do projeto in vitro 
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ANEXO  I - Termo de Doação de dentes do projeto in vitro. 
 
 
